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Die Ammonium-Konzentration im Venenblut von Säuglingen und Kindern
Von N. LIAPPIS, J. BRODEHL und A. JÄKEL
Ans der Universitäts-Kinderklinik Bonn (Direktor: Prof. Dr. H. Hunger land)
(Eingegangen am 21. Juli 1970)
Die direkte kolorimetrische Bestimmung von Ammonium1) im Blut mit Hilfe der Indophenol-Reaktion ermöglicht durch ihre Einfach-
heit und Speziiität. die routinemäßige Durchführung im klinisch-chemischen Laboratorium. Die Untersuchung von 65 Säuglingen und
Kindern bis zu 3 Jahren, bei denen für Leberschäden, Stoffwechselstörungen und endokrine Störungen klinisch und anamnestisch
keine Anhaltspunkte bestanden, ergab als normale Ammonium-Konzentration2) im Blut 121,9 ± 24,7 /ig/100 m/ Blut (Mittelwert aus
65 Doppelbestimmungen) mit Schwankungen zwischen 69 und 179 jwg/100 m/ Blut. Im Vergleich hierzu beträgt die Ammonium-Kon-
zentration im Blut bei Kindern zwischen 3 und 14 Jahren 104,3 i 18,24 yWg/100 m/ Blut (Mittelwert aus 98 Doppelbestimmungen) mit
Schwankungen zwischen 64 und 152/tg/100 m/ Blut. Bei Lebererkrankungen und Störungen im Harnstoffzyklus wurden höhere Am-
monium-Konzentrationen im Blut gemessen.
The ammonium concentration in tke venous blood of sucklings and children
The direct colorimetric determination of ammonium in blood with the aid of the indophenol reaction is simple and specific and suitable
' for routine measurements in the clinical chemical laboratory. The study of 65 sucklings and children up to age 3 years, in which there
was no clinical or anamnestic evidence of liver damage, metabolic or endocrine disorders, gave normal values2) of 121,9 ± 24,7 ^g am-
monium/100 m/ blood (average of 65 duplicates) with a scatter of 69—179 /ig/100 m/ blood. By comparison, the blood of 3—14 year
olds contained 104,3 ± 18,24 ^ g/100 m/ blood (average of 98 duplicates) with a scatter of 64—152^g/100 m/ blood. Elevated concen-
trations of blood ammonium were found in liver disease and disorders of the urea cycle.
Die bisher beschriebenen Verfahren der Ammonium-
bestimmung im Blut können in zwei Gruppen zu-
sammengefaßt werden. In der ersten Gruppe wird
Ammonium zunächst nach einer der folgenden Me-
thoden möglichst spezifisch und quantitativ isoliert
durch:
a) Destillation (5)
b) Aeration (6, 7)
c) Diffusion bzw. MikrodifTusion (8—30)
d) Adsorption an einen Ionenaustauscher (31—38).
Anschließend wird Ammonium selbst titrimetrisch oder
photometrisch (nach Farbreaktion mit NESSLER'S Rea-
genz, reduziertem Ninhydrin, Phenol-Hypochlorit-Rea-
genz oder Hypobrorrut-Phenosaphranin-Reagenz) be-
stimmt. In der .zweiten Gruppe wird die Ammonium-
Konzentration direkt im Gewebs- oder Blutextrakt
nach Enteiweißung gemessen. Nach der Enteiweißung
mit Trichloressigsäure, Perchlorsäure oder Natrium-
wolf ramat-Schwefelsäure erfolgt die Bestimmung mit
Phenol-Hypochlorit-Reagenz (39—45, 51) oder auf
enzymatischem Wege (44, 46—48).
In der vorliegenden Arbeit wurde zur Aufstellung von
Normalwerten für die Ammonium-Konzentration im
Blut von Säuglingen und Kindern das von MAcCuL-
LOUGH (43) angegebene Bestimmungsverfahren ange-
wandt. Es basiert auf der BERTHELOT'schen Reaktion
(49) des Ammoniaks mit Indophenol (Reaktions-
*) Der pK-Wert des Dissoziationsgleichgewichtes NHj -^±- NH3
-f- H+ beträgt 9,2. Im Blut und im Gewebe sind fast nur Ammo-
niumionen vorhanden. Als Ammonium wird die Summe des
dissoziierten und undissoziierten Anteils bezeichnet. Die Summe
wird bei allen Bestimmungsmethoden ermittelt.
*) Alle Angaben als NHj-N.
mechanismus bei 1. c. (50)). Der gebildete Farbstoff ist
in alkalischer Lösung stabil. HÖRN und SQUIRE (34)
fanden, daß die Empfindlichkeit der Reaktion durch
Zugabe von Hypochlorit zu der alkalischen Natrium-
phenolat-Lösung erhöht wird. Nach SEARCY und Mit-
arbeitern (51) ist aber die Reaktion bei umgekehrter
Reihenfolge der zugegebenen Reagenzien spezifischer.
Material und Methoden
Reagenzien
1. Lösung I: 10 g Phenol (Fa. Merck 206) p. a. und 50 mg Na-
triumpentacyanonitrosylferrat-[II] (Fa. Merck 6541) p. a. ad l /
Wasser.
2. Lösung II: 5 g Natriumhydroxid (Fa. Merck 6495) p. a., 53,7 g
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 · 12H2O) (Fa. Merck
6579) p. a. und 10 m/ Natriumhypochlorit-Lösung (Fa. Bayer
AO 106) techn. (12% Mindestgehalt an aktivem Chlor, Angabe
der Fa. Bayer) ad l / Wasser.
3. lOproz. Natriumwolframat-Lösung (Fa. Merck 6673) p. a.
4. l N Schwefelsäure (Fa. Merck 9981) Titrisol.
5. Standardlösung: 0,471 g Ammoniumsulfat (Fa. Merck 1217)
p. a. ad l / Wasser (entsprechend 100 //g NHJ-N/m/).
Lösung I und sollen bei 4° aufbewahrt werden und besitzen wie
die Standardlösung eine Haltbarkeit von einem Monat.
Versuche
Die Bestimmung der Ammonium-Konzentration im Blut wurde
bei insgesamt 28 Säuglingen und 135 Kindern durchgeführt; die
Altersverteilung ist in Tabelle l dargestellt. Ebenso wurde Am-
monium bei 12 kranken Kindern bestimmt, deren Diagnose in der
Tabelle 2 aufgeführt wird.
Ammonium-Bestimmung
Venöses Blut wird möglichst ungcstaut dem nüchternen ruhenden
Patienten entnommen und in einem mit 2—3 Tropfen Heparin
(Liquemin) versetzten Zentrifugcnröhrchen aufgefangen. 2 m/
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Tab. l
Aufteilung der 163 untersuchten Säuglinge und Kinder nach dem Alter
B i s S M o S M o - l J 1J-2 J 2 J-3 J 3 J-4 J 4 J-5 J 5 J-6 J 6 J-7 J 7 J-8 J 8 J-I4 J
Zahl der Säuglinge und Kinder 15 13 . 20 14 15 12 4 10 4ct
Tab. 2
Aufteilung der 12 untersuchten Kinder nach Art der Erkrankung und Blut-Ammonium-Konzentration
Nr. Tag
1 1
10
2 1
42
81
3 1
84 .
4 1
5 1
6 1
7 1
14
17
8 1
9 1
20
10 1
11 1
12 1
Diagnose
Mangelgeburt, Dystrophie
Periodische Ammoniumintoxikation durch Ornithin-Transcarbamylase-Defekt
Leberstauung bei Pleuramesoendotheliom
Neugeborenen-Hyperbilirubinämie
Transfusions-Hepatitis
Zustand nach Hepatitis
Congenitale Gallengangatresie
Urämie bei beidseitiger Hydronephrose
Neonatale Hepatitis
Coeliakie
Akute Lymphoblasten-Leukämie
Akute Lymphoblasten-Leukämie
N!f£-NOwg/100 ml)
200
145
130
195
495
176
139
119
172
110
110
204
318
. 172
166
126
130
105
115
Blut werden sofort in l m/ lOproz. Natriumwolframat-Lösung
pipettiert und l m/ IN Schwefelsäure zugegeben. Danach wird
gut gemischt und 10 Min. bei 3000 U/Min, zentrifugiert. Zu 0,5 m/
des klaren, proteinfreien Über Standes werden je 2,5 m/ der Lö-
sung I und II pipettiert und nach jeder Zugabe gut gemischt.
Anschließend wird für 35 Min. bei 37° inkubiert und die Licht-
absorption des entstandenen Farbstoffs bei 625 nm und einer
Schichtdicke von l cm gemessen.
Zur Kontrolle werden bei jeder Meßreihe ein Reagenzienleerwert
und 5 Standardwerte (25, 50, 75, 100 und 150 /zg NH+-N/100 m/)
mitbestimmt.
Die Berechnung der Ammonium-Konzentration im Blut erfolgt
nach folgender Formel:
Eprobe — ELeenvert .. . _
— . //g/100 m/ Standard =
Estandam — leenrert ^g NH+-N/100 m/ Blut.
Als Standard wird jeweils der Wert zur Berechnung genommen,
der der Konzentration des Analysenwertes am nächsten steht. Mit
Hilfe der Standardwerte kann auch eine Eichkurve angelegt
\verden, aus der die gemessenen Extinktionswerte der einzelnen
Analysen in % NHJ-N/100 m/ Blut berechnet werden können
(s. Abb. 1).
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Abb. l
NHj-N-Eichktirve
Spezifität der Methode
Nach OKUDA und Mitarbeitern (52) inhibiert die Zugabe von
Natriumwolframat-Lösung und Schwefelsäure die Farbreaktion
der Nichtprotein-Stickstoff-Verbindungen 'mit Indophenol mit
Ausnahme von Ammonium für eine Inkubationszeit von
 c60 Min.
bei 37°. Die Ammonium-Standardlösungen zeigen nach 35 Min.
Inkubationszeit das Maximum ihrer Farbintensität und OKUDA
und Mitarbeiter fanden, daß die Verbindungen Leucin, Harnsäure,
Harnstoff, Kreatinin, Adrenalin, Norädrenalin, Histamin und
Acetylcholin auch in hohen Konzentrationen, nach 35 Min.
Inkubationszeit die Farbentwicklung in keiner Weise beein-
flussen. Sie geben an, daß Prplin in sechsfacher Normalkonzen-
tration den Ammoniumwert um 20% erniedrigt.
Wiederfindung von Ammonium aus dem Blut
Zur Bestimmung der Wiederfindung von Ammonium aus dem
Blut wurde l m/ Blut zu l m/ Natriumwolframat-Lösung ge-
geben. Hierzu wurde jeweils l m/ der 25, 50, 75, 100, 150 und
200 /ig NH^-N/100 m/ Standardlösung pipettiert und mit l m/ IN
Schwefelsäure versetzt. Nach Mischen und Zentrifugieren wurden
vom Überstand 0,5 m/ zur Bestimmung der Ammonium-Konzen-
tration verwandt. Zur Ermittlung der Wiederfindung wurde der
Blut-Leerwert von den erhaltenen Werten subtrahiert. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle 3 zusammengestellt.
Tab. 3
Wiederfindung von Ammonium aus dem Blut
Zugesetzte Menge an
NH+-N
(y«g/ 100 mf)
25
50
75
100
150
200
Wiedergefundene
Menge an NH+-N
Owg/lOOmO
26, 24
45, 48
72, 76
105, 107
138, 147
186, 195
Wiederfindung
(%)
104, 96
90, 96
96, 101,3
105, 107
92,98
93, 97,5
Ergebnisse und Diskussion
In Tabelle 4 ist die Streubreite, der Mittelwert, die
Standardabweichung und der Variationskoeffizient der
Ammonium-Konzentration im venösen Blut verschie-
dener Altersgruppen dargestellt.
Wie aus Tabelle 4 hervorgeht, kann man die Am-
monium-Konzentrationen im Blut in den verschiedenen
Altersgruppen in zwei Hauptgruppen zusammenfassen.
Die erste Hauptgruppe schließt die Werte bis zu 3
Jahren (s. Abb. 2) und die zweite die Werte von 3
Jahren bis zu 14 Jahren ein (s. Abb. 3).
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Tab. 4
Ammonium-Konzentration im ven sen Blut bei S uglingen und Kindern verschiedenen Alters
Altersgruppen
Bis 3 Monate
3 Mon.— 1 J
1 J— 2 J
2 J— 3J
3 J— 4 J
4 J—5 J
5 J— 6 J
6 J— 7 J
1 J— 8 J8 J — 14 J
Erwachsene
Streubreite
NHt-N
Gig/100 m/ Blut)
72—179
100—177
96—174
69—162
85—135
78—152
67—124
71—122
72—120
64—146
40—109
Mittelwert
ΝΗί-Ν
(A/g/100 ml Blut)
123,1
125,9
120,5
118,2
108,7
110,9
97[3
98,3
108,2
102,3
78,9
Standardab-
weichung
NHJ-N
(/ig/ 100 m/ Blut)
29,29
24,84
22,45
22,23
15,10
21,66
15,30
22,18
14,59
20,60
20,59
Variationskoeff.
23,8
19,7
18,7
18,8
13,9
19,5
15,8
22,6
13,5
20,2
26,0
65 85 105 125 145
NHJ-N 1/19/100 mi) 165 185
Bereich bei S uglingen (0—14 Tage) von 90—150 //g/
100 m/Blut und bei Kindern von 7—63 ^ g/100 ml Blut.
Die bei 12 Kindern mit Leberst rungen gemessenen
Werte sind in Tabelle 2 dargestellt.
Mit Hilfe der direkten, kolonmetrischen Methode
wurde auch Ammonium im Blut von 22 Erwachsenen
bestimmt. Der aus diesen Untersuchungen (Doppel-
bestimmungen) errechnete Mittelwert der Normal-
konzentration von 78,9 ± 20,6 μ% ΝΗ^-Ν/ΙΟΟ ml Blut
Abb. 2
Die Verteilung der Blutkonzentration von NH^-N bei 65 S uglingen
und Kindern im Alter bis zu drei Jahren
Es l t sich hieraus ein Ammoniumgehalt2) des ven sen
Bluts von S uglingen und Kindern bis zu 3 Jahren von
121,9 /*g/100 m/ Blut mit Schwankungen zwischen 69
und 179 /^g/lOO m/ Blut und von 3 Jahren bis zu 14
Jahren von 104,3 yUg/100 m/ Blut mit Schwankungen
zwischen 64 und 152//g/100 m/ Blut berechnen. Die
Standardabweichung betr gt bei der ersten Gruppe
24,7 /ig/100 ml Blut und bei der zweiten 18,24 μ%\
100 ml Blut.
Im Vergleich zu diesen mit der direkten, kolorime-
trischen Methode ermittelten Werten, bestimmten
SECCHI und Mitarbeiter (35) mit Hilfe des Diffusions-
verfahrens bei ihren Untersuchungen einen Extrem-
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Abb. 3
Die Verteilung der Blutkonzentration von NH^-N bei 98 Kindern im
Alter bis zu 14 Jahren
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stimmt weitgehend mit denen der Literatur überein
(39—45^ 5l). Der gemessene Extrembereich betrug
40—109 - /100 m/ Blut und der Variations-
koeffeient 26%.
Aus der Fülle der verschiedenen Bestimmungsver-
fahren sowie aus der Unterschiedlichkeit der ermittelten
Normalwerte im venösen Blut von Erwachsenen ist
ersichtlich, daß die Bestimmung der im ^ug/lOO m/-Be-
reich befindlichen Ammonium-Konzentration mit er-
heblichen Schwierigkeiten und Fehlerquellen verbun-
den sein kann.
Die in der vorliegenden Arbeit angewandte direkte
kolorimetrische Methode eignet sich wie auch die
übrigen direkten kolorimetrischen Verfahren besonders
für Untersuchungen im klinisch-chemischen Routine-
Laboratorium. Sie ist wesentlich einfacher und weniger
zeitraubend, insbesondere im Vergleich zu den Dif-
fusionsverfahren. Hinzu kommt, daß Spezialapparate
nicht benötigt werden und eine Kontaminierung, die
eine zeitraubende Reinigung der Geräte beanspruchen
würde, wie z.B. für die enzymatischen und Diffusions-
Bestimmungsmethoden, nicht auftreten kann.
Im Vergleich zu den anderen direkten kolorimetrischen
Bestimmungsverfahren besitzt die von McCuLLOUGH
beschriebene Bestimmungsmethode den Vorteil, daß
die Blutproben nicht sofort analysiert werden müssen.
Dieses ist besonders bei Belastungstests mit Eiweiß
oder Ammoniumchlorid von Bedeutung.
McCuLLOUGH fand, daß die enteiweißten Blutproben
bei Raumtemperatur l Std., bei.
 f4° 24 Stdn. und nach
Abnahme des Überstandes bei Raumtemperatur 90 Min.
und bei —4° 72 Stdn. aufbewahrt werden können, ohne
einen Einfluß auf die Ammonium-Konzentration zu
verzeichnen.
Dank der oben beschriebenen Eigenschaften der di-
rekten kolorimetrischen Bestimmung der Ammonium-
Konzentration im Blut nach McCuLLOUGH stellt sie
eine für das klinisch-chemische Routine-Laboratorium
geeignete Bestimmungsmethode dar.
Fräulein H. BARTH danken wir für die Durchführung der Be-
stimmungen.
Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit Unterstützung der
Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgeführt.
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und ein Mehrschlitzbrenner.
Wellenlängenbereich 190 nm bis 770 nm
bzw. 190 nm bis 852 nm; Anschluß für
Schreiber.
Anwendung: Agri-Kultur-Chemie, Bio-
chemie, klinische Chemie, Galvanik,
Nahrungsmittel, Baumaterialien, allge-
meine Industrie-Chemie, Geologie, Me-
tallurgie, Petro-Chemie, Kunststoffe,
Wasser-Analysen, Textilien. Damit er-
schließt die Atomabsorptions-Technik
der Analytik neue Möglichkeiten. In den
Anwendungslaboratorien in Hamburg
und Cambridge werden ständig neue
Methoden ausgearbeitet.
Bitte fordern Sie ausführliches Informa-
tionsmaterial an. Es liegt für Sie bereit.
Philips Elektronik Industrie GmbH
2000 Hamburg 63 · Röntgenstraße 22
Telefon (0411)5010 31
Telefon-Nummern der Büros in: Berlin (0311) 24 59 08, Bielefeld
(0521) 23081, Dortmund (0231) 41961, Düsseldorf (0211) 346051.
Frankfurt (0611) 79131, Hamburg (0411) 2892-1, Hannover (0511)
16601. Kiel (0431) 732386. Köln (0221) 514260, Mannheim (0621)
4 2016. München (0611) 7 6791, Nürnberg (0911) 46 47 63, Stuttgart
(0711) 589081-83.
PHILIPS! Analysen gerate
S
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Wir interessieren uns für das Spektral-
photometer SP 90 Serie 2 und bitten um
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